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生物は無機物と有機物から構成されている。無機物のほとんどがイオンの形で、生体内に

おける浸透圧調節、シグナル伝達、神経伝達等に利用されている。一方、生物は無機物を硬

組織として固体の形で利用している。無機硬組織は、原核生物から高等動物に至る多くの生

物に見られ、体の保持、外敵からの防御、ミネラルの貯蔵など様々なことに利用している。

このような生物が鉱物を作る作用をバイオミネラリゼーションといい、生物が作る鉱物をバ

イオミネラルと呼ぶ。バイオミネラルは人工では作り得ない非常に精密な構造をしたものが

多く、その形成メカニズムは鉱物学、材料科学、生命科学、環境科学等の様々な観点から興

味が持たれている。これまでの研究から、バイオミネラルに含まれる少量の有機基質が結晶

の形態、多形、配向、核形成の制御を行うことで、単なる無機結晶とは異なるバイオミネラ

ルに特有の構造の形成に寄与しているのではないかと考えられてはいるが、実際に具体的な

分子の機能を証明した研究はきわめて少なく、バイオミネラルの詳細な形成メカニズムは未

だ不明な点が多い。

本研究において筆者が研究対象にしたアコヤガイ (Pinctada fucata) は、日本で真珠養殖に

利用される貝として知られており、アコヤガイのバイオミネラルである真珠および貝殻の研

究は盛んである。アコヤガイの貝殻は、内側は真珠と同じ構造を有する真珠層、外側は稜柱

層と二層構造をしている。真珠層は炭酸カルシウムの準安定なアラゴナイト結晶を内部に含

むレンガ状のコンパートメントが積層した構造であるのに対し、稜柱層は炭酸カルシウムの



最安定なカルサイト結晶を含む稜柱状の構造であり、性質の異なる 2 つの層が 1 つの貝殻に

存在するのが特徴的である。このような特徴的な構造を有するアコヤガイの貝殻形成メカニ

ズムを解明するため、本研究では、貝殻から有機基質を単離・精製し、構造・機能解析を行

うことで、アコヤガイ貝殻の石灰化、ひいては軟体動物全体の貝殻形成機構を明らかにする

ことを目的とした。

第 1 章 稜柱層特異的基質タンパク質 Prismalin-14 の機能・発現解析

真珠層に含まれる有機基質については既にいくつか研究報告が存在するが、稜柱層はあま

り注目されず、そこに含まれる有機基質の報告もほとんどなされてこなかった。筆者は修士

課程において、アコヤガイ稜柱層特異的新規基質タンパク質 Prismalin-14 の単離・精製、構

造・機能解析を行った 1)。本章では、この Prismlain-14 の構造と機能のより詳細な関係を解

析するため、Prismalin-14 の構造活性相関研究を行った。Prismalin-14 は N および C 末端に

アスパラギン酸に富む酸性領域、配列中央付近に PIYR repeat および GY-rich region の 4 つ

のドメインから構成されている。そこで、4 つのドメイン全てを有する rPrismalin-14、PIYR

repeat、GY-rich region および C 末端酸性領域を有する N、PIYR repeat と GY-rich region を

有する NC、N 末端酸性領域と PIYR repeat を有する PIYR、GY-rich region と C 末端酸性

領域を有する GY の合計 4 種類の組換え体を作製し、それぞれについて炭酸カルシウム結晶

との相互作用を評価する炭酸カルシウム結晶形成阻害活性およびキチン結合活性を測定し

た。その結果、N 末端と C 末端の酸性領域が炭酸カルシウム結晶との相互作用に重要であ

り、GY-rich region がキチンとの結合に重要であることが示された。また、抗 Prismalin-14

抗体を用いて稜柱層を免疫染色したところ、Prismlain-14 は有機基質の枠組み部分に存在す

ることが明らかになった 2)。

第 2 章 貝殻内のキチンおよびキチン合成酵素の同定

キチンは貝殻の基盤を形成する因子として重要であるにも関わらず、キチンに関する研究

はこれまでほとんどなされていなかった。筆者は第 1 章で Prismalin-14 の GY-rich region が

キチン等の有機基盤に結合することを証明したが、実際に稜柱層にキチンが含まれていると

いう報告はなされていない。本章では有機基盤の重要な因子であるキチンのアコヤガイ貝殻

稜柱層からの同定と、貝がキチンを形成する最も初期に関与すると思われるキチン合成酵素

(PfCHS1) のアコヤガイ外套膜からの同定を行った。まず、脱灰後の稜柱層を calcofluor 染

色したところ、枠組み全体が蛍光染色された。次に、稜柱層由来不溶性成分の IR スペクト

ルを測定したところ、標品キチンのスペクトルとほぼ一致した。続いて、稜柱層由来不溶性

成分の加水分解産物の 1H NMR スペクトルを測定したところ、キチン標品の加水分解産物

およびグルコサミン塩酸塩のスペクトルと一致した。以上の結果から、稜柱層にキチンが存

在することが示された。

アコヤガイのキチン合成酵素 (PfCHS1) を昆虫のキチン合成酵素の配列を基にホモロジ



ークローニングを行った。pfchs1 の全長は約 7.7 kbp であり、N 末端にはタイラギ (Atrina

rigida) のキチン合成酵素と同様、myosin head domain を有することが判明し、アクチンと連

動して働いているのではないかと考えられた。活性部位は他のキチン合成酵素との相同性が

高く、特に活性に重要だと考えられている QRRRW 配列は完全に保存されていた。これら

のことから今回同定した PfCHS1 が確かにアコヤガイのキチン合成酵素であることが示さ

れた。発現解析の結果、PfCHS1 は貝殻外側に面する外套膜および筋肉に発現していること

が判明した 3)。

第 3 章 真珠層特異的基質タンパク質 Pif の構造・機能解析

序論でも述べたように、アコヤガイの貝殻は結晶の安定性の異なる 2 つの層から構成され

ているのが最大の特徴である。特に真珠層は準安定なアラゴナイト結晶（結晶多形制御）を

含んでいるが、真珠層のアラゴナイト結晶は通常の無機的なアラゴナイト結晶とは異なり、

結晶の c 軸が貝殻面に対して垂直方向に揃い (結晶配向制御) 、またレンガ状のコンパート

メント構造 (結晶形態制御) から成るという特徴的な構造を有する。これは無機的な作用に

よってアラゴナイト結晶が形成されたのではなく、何らかの有機基質の働きにより積極的に

c 軸が垂直に配向し、形態の整ったアラゴナイト結晶が形成されたものと考えられる。そこ

で本章では、真珠層に含まれる真珠層のアラゴナイト結晶形成を誘導するアラゴナイト結晶

多形・配向・形態制御物質を探索し、その構造・機能解析を行った。

まず、アラゴナイト結晶に特異的に結合する基質タンパク質がアラゴナイト結晶誘導能を

有する可能性があると考え、真珠層から抽出した不溶性有機基質をアラゴナイト結晶とカル

サイト結晶それぞれに結合させた。その結果、SDS-PAGE 上で分子質量 80 kDa のバンドが

アラゴナイト結晶に特異的に結合することが判明した。このバンドの N 末端アミノ酸配列

および内部アミノ酸配列を解析し、これらの配列を元に 80 kDa のバンドのタンパク質の

cDNA をクローニングしたところ、全長約 3.0 kbp であることが判明した。演繹アミノ酸配

列について相同性検索した結果、配列全体として有意に相同性のある分子は見出せなかった

ことから、新規のタンパク質であることが判明し、この分子を Pif と命名した。Pif には、

SDS-PAGE 上で 80 kDa 付近に観察されたアラゴナイト結晶結合タンパク質 (以下 Pif 80)

の他に、翻訳後に切断されると予想される dibasic site を挟んで上流に Pif 97 がコードされて

いることが判明した。Pif 80 はアスパラギン酸を 28.5%、リジンを 18.7%、アルギニンを

10.9%も含む、非常に親水性に富む配列を有していた。Pif 97 はコラーゲン等が有するタン

パク質相互作用ドメインである VWA domain とキチンに結合する chitin-binding domain を

有していた。

Pif 分子の貝殻内での機能を知るため以下の実験を行った。まず、免疫 SEM による手法を

用いて Pif の局在解析を行った。Pif は真珠層全体と真珠層形成の起点となる真珠層と稜柱

層との境目の有機膜に存在することが判明したことから、Pif が真珠層形成を誘導し真珠層

の重要な構成成分になっていることが示唆された。次に RNAi を用いた Pif のノックダウン



を行った。Pif dsRNA を 30 g 投与した個体において PBS 注射個体、GFP dsRNA 30 g 投

与の個体と比較して、Pif の mRNA が有意に減少していることが確認された。Pif dsRNA を

30 g 投与した個体の真珠層表面を SEM 観察したところ、正常な個体に比べて真珠層表面

が乱れ、真珠層の成長が停止している様子が観察された。さらにゲルろ過カラムクロマトグ

ラフィーを用いて粗精製した Pif を含む画分をキチン薄膜上に添加し、炭酸カルシウム過飽

和溶液内で結晶形成させたところ、真珠層のアラゴナイト結晶と類似した c 軸が基盤に対し

て垂直なアラゴナイト結晶が観察された。

第 4 章 貝殻基質タンパク質の相同分子の探索

これまで様々な種の貝殻から、多くの基質タンパク質が同定されているが、お互いに相同

性を有する分子はほとんど存在しない。これは、これまで同定された基質タンパク質は貝殻

形成には関与しているが、その種に特異的なタンパク質であり、貝殻形成に関して普遍的に

存在するものではないためであると考えられる。それが貝殻形成機構に重要なタンパク質で

あるならば、種を超えてその分子が存在するはずであると考え、Pif の相同分子をアコヤガ

イの近縁種で探索した。その結果、クロチョウガイ (Pinctada margaritifera)、マベガイ

(Pteria penguin) においてその存在が確認された。アコヤガイと同属であるクロチョウガイ

では Pif 80、Pif 97 ともに非常によく似ていたが、近縁ではあるが属が異なるマベガイでは

Pif 80 の配列がかなり異なっていることがわかった。

総括

以上、アコヤガイ貝殻から有機基質を同定し、その構造・機能解析を行い、貝殻形成メカ

ニズムの解明を試みた。第 1 章では稜柱層特異的基質タンパク質 Prismalin-14 の構造活性相

関を明らかにし、稜柱層形成機構の一端を明らかにした。第 2 章では稜柱層のキチンおよび

キチン合成酵素の存在を明らかにした。第 3 章、第 4 章では真珠層特異的新規基質タンパク

質 Pif を見出し、機能・局在解析の結果、Pif が真珠層のアラゴナイト結晶形成に重要な役

割を果たしていることが示唆された。
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